r 

© BUNDESREPUBLIK ® Off nl gungsschrift 

DEUTSCHLAND @ Q£ 4 2 777 A ! 



® Aktenzeichen: 19642 777.0 

(§) Anmeldetag: 16.10.96 
(§) Offenlegungstag: 28. 5.98 



iiP'-ijiwiiiiniiiiiiiiiniwii 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



® Int. CI. 6 : 

B01J 19/00 

C 12 M 1/00 
C 12 M 1/12 
B01 L3/00 



CM 



LU 

Q 



® Anmelden 

Vetter, Dirk, Dr., 07743 Jena, DE 

@ Vertreter: 

R.-G. Pfeiffer und Kollegen, 07743 Jena 



I Erfinder: 
Erfinder wird spater genannt werden 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen e 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

Der Inhalt dieser Schrift weicht von dem am Anmeldetag eingereichten Unterlagen ab 

® Reaktorfur mikrochemische bzw. mikrobiologische Synthesen 

(57) Die Erfindung betrifft einen einfach aufgebauten Reak- 
tor fur die mikrochemische bzw. mikrobiologische Syn- 
th ese, der im Laborbetrieb eine erhebliche Vereinfachung 
und Beschleunigung der Synth eseschritte sowie eine Ver- 
ringerung des instrumentellen Aufwandes bei der Syn- 
th ese ermoglicht und der daruber hinaus fur die Laborau- 
tomatisierung und die Prozessierung grower Probenzah- 
len im ml-Bereich besonders geeignet ist. Sie umfafct im 
wesentlichen eine Pipette mit einem Dosieransatz; in der 
Nahe ihres unteren, verengten Endes ist in der Pipette ein 
reaktiver Trager mit mindestens einem immobilisierten 
Reaktionspartner vorgesehen. 
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Beschreibung Einen Ausweg bie)et dJe ^.^^ Synthese ^ 
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sierbaren Kugel vorgesehen sein, die mit der Umfangswan- 
dung der Pipette oder durch Lagerung auf einem eingesetz- 
ten Ring ein Kugelventil bildet. 

Es wurde gefunden, daB die Vereinigung von Pipette und 
ReaktionsgefaB in einem Element iiberraschenderweise we- 5 
sentlich zur Vereinfachung und Beschleunigung der Synthe- 
seprozeBschritte beitragt. Zentrifugen, AuffanggefaBe, Fil- 
ter und Absaug- oder Niederschlagsvorrichtungen und deren 
Bedienung werden durch die Erfindung entbehrlich. 

Ein weiterer unerwarteter Vorteil besteht in der verkiirz- to 
ten Reaktionszeit durch die bessere Durchmischung der Re- 
aktanden. Bei Einheit von Pipette und ReaktionsgefaB kann 
die fliissige Phase beliebig oft aufgenommen und wieder ab- 
gegeben werden, die gclosicn Rcagenzien werden dabei auf 
besonders effiziente Weisc an der Festphase vorbeigefuhrt. 15 
Die Reaktionen sind dadurch wcsentlich schneller zum Re- 
aktionsgleichgewicht /.u hringcn. 

Herkommliche Filiralions- oder Absaugverfahren lassen 
dies nicht zu und musscn cniwcdcr wesentlich langere Inku- 
bationszeiten in Kauf nehmen oder MaBnahmen ergreifen, 20 
um die Festphase im ReaktionsgefaB durch Gasstrdme, me- 
chanisches Schiitteln oder TJltraschall zu bewegen, bzw. in 
einem Ofen oder Temperierbad oder -block zu erwarmen. 

Die Erfindung umfaBi jedc Kombination aus chemisch 
oder biologisch modifi/.icrten Oberflachen und einer Pipet- 25 
tenspitze. Die modifizicric Oberftiiche kann Bestandteil der 
Pipettenspitzeninnenoberflachc sein, oder die Pipettenspitze 
kann als Behaltnis fur Polyinerharzperlen oder Glaspartikel 
dienen. Weiterhin kann die Pipettenspitze als Halterung fur 
Glaskapillaren oder GlasgefaBe fungieren, wobei die Reak- 30 
tion auf Festphasenoberflachen in den Glasbehaltnissen 
stattfindet. Die Erfindung uinfaBt auch Pipettenspitzen fur 
die homogene chemische und enyzmatische Synthese, so- 
wie fur Immunoassays. Hierbei befinden sich vorgelegte 
Reagenzien in kovalenl gebundener, adsorbierter oder adha- 35 
rierter Form in oder auf der Pipetienspitze. 

Bevorzugt sind die handelsubliche Einwegpipettenspit- 
zen fur Volumina von 0.01 bis 5 ml, welche mit reaktiven 
Feslphasen in loser oder slrukturierter Form oder als Block 
befullt sind und einen Filler besitzen, um den Austausch von 40 
Fliissigkeiten zu gewahrcn und dabei die Festphasen zu- 
riickzuhalten. 

Besonders bevorzugt isl einc Pipetienspitze aus Polypro- 
pylen mit einem Volumcn von 0.01 bis 1 ml, welche mit 
Syntheseharz gefiilll ist und deren untere Offnung mit einer 45 
magnetisierbaren Stahlkugel oder Glaskugel verschlossen 
ist; ihre Seitenwand kann mit Bohrungen von 0.1 mm 
Durchmesser perforiert sein. Die Perforation erlaubt den 
Austausch der Fliissigkeit. Die Kugel kann bei Bedarf von 
auBen magnetisch angehoben werden, um das Entfemeh des 50 
Syntheseharzes aus der Spitze oder den Eintrag von Synthe- 
scperlen in die Spitze zu ermoglichen. 

Der erfindungsgemaBe Reaktor kann beispielsweise so 
verwendet werden, daB die Pipettenspitzen mit chemisch 
oder biologisch aktiven Molekiilen oder Gruppen beladen 55 
werden. Diese modifizierten Pipettenspitzen werden an- 
schlieBend - durch bevorzugt automatische Manipulation - 
mit Losungsmilteln oder Waschreagenzien gefullt. Dabei 
finden in den Pipettenspitzen chemische Synthesen oder 
biologische Wechselwirkungen statt. 60 

Eine manuelle Synthese eines Dipeptids wird beispielhaft 
durchgefiihrt. Hierzu wird eine Kapillare (2 ml Volumen, 
EM) mit 80 Perlen eines mit einer Aminosaure und einem 
saurelabilen Linker beladenen Polystyrolharzes (Fmoc-Ala- 
HMPB, Novabiochem) befullt und in eine Pipettenspitze 65 
eingesteckt. Die Kapillare wird mit Hilfe einer automati- 
schen Pipette (Eppendorf) funfmal mit 20% Piperidin/DMF 
und funfmal mil einer Losung von Fmoc-Phe-OH (0.25 M), 
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HBTU (0.25 M), HOBt (0.25 M), DffiA (0.5 M) in DMF 
und dreimal mit DMF gespiilt. Die Perlen werden in 0.25 ml 
5% TFA/DCM iiberfuhrt und nach 15 min abfiltriert. Das 
Filtrat wird eingedampft und in 0.1 ml Acetonitril/0.1% 
TEA aufgenommen. 20 ml werden mittels HPLC (RP 18 
Saule, linearer Gradient von 5 auf 95% Acetonitril/Wasser 
in 35 min, UV-Detektion bei 220 nm) analysiert. Eine Pea- 
kidentifikation geschieht durch Vergleich mit Referenzsub- 
stanzen. Das HPL-Chromatogramm zeigt das Produkt 
Fmoc-Phe-Ma-OH (Retentionszeit tR 23.088 min) in hoher 
Reinheit und guter Ausbeute. 

Eine automatisierte Synthese wird beispielsweise an 
Hand des Dodecapeptids H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro- 
Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH durchgefiihrt. Zehn perforierte 
und mit Kugelventilen versehene Pipettenspitzen wurden 
mit je 2 mg Syntheseharz Fmoc-Gln(Trt)-SASRIN (Ba- 
chem, Heidelberg) befullt. Die Spitzen werden auf einen Pi- 
pettierroboter (Tomtec Quadra, Zinsser Analytic, Frankfurt) 
gesteckt und durch Aufsaugen, Inkubieren und Abgeben 
von in MikrotiterplattengefaBe vorgelegten Reagenzien elf 
Synthesezyklen unterzogen. Dabei besteht ein Synthesezy- 
klus aus folgenden Schritten: 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan, 

2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dimethylforma- 
mid (DMF), 

4 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml 20%igem Piperi- 
din/(DMF) aus einem GefaB mit insgesamt 0.15 ml 
Reagenzlosung, 

1 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan, 

3 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

6 x je 2.25 min Inkubation mit 0.05 ml 0.5 M Fmoc- 
Aminosaure-OP-Ester, 1 M Hydroxybeniolriazol 
(HOBt)) 1 M Diisopropylethylamin (DIEA) aus einem 
GefaB mit insgesamt 0.17 ml Reagenzlosung, 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Acetanhydrid/ 
DffiA/HOBt, 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan. 

Die aus den Pipettenspitzen erhaltenen Produkte werden 
mit Trifluoressigsaure/Wasser vom Syntheseharz abgespal- 
ten, entschiitzt und durch Etherprazipitation isoliert. Die 
Analytik dieser Produkte mit Hochdruckfliissigkeitschroma- 
tographie (HPLC) zeigt Reinheiten von iiber 95%; ihre Ana- 
lytik mittels Massenspektrometrie bestatigt die Richtigkeit 
der Strukturen. Unterschiede zwischen den Produkten aus 
den verschiedenen Pipettenspitzen wurden nicht festgestellt. 
Die Qualitat der Substanzen ist von gleicher Giite wie die ei- 
ner kommerziell erhaltlichen, HPLC-gereinigten Referenz- 
substanz (Hirudin 54-65 desulfated, Bachem, Heidelberg). 

Die Erfindung wird nachstehend an Hand der schemati- 
schen Zeichnung von vier Ausfuhrungsbeispielen naher er- 
lautert. Es zeigen: 

Kg. 1 eine Pipettenspitze mit Magnetkugel, 

Fig- 2 eine unten verschlossene Pipettenspitze, 

Fig. 3 eine Pipettenspitze, die durch Fritte oder Filter mit 
reaktiver Oberflache verschlossen ist und 

Fig. 4 eine durch Fritte oder Filter ohne reaktive Oberfla- 
che verschlossene Pipette. 

In Fig. 1 ist ein erfindungsgemaBer Reaktor dargestellt, 
bei dem eine an sich ubliche Pipette 1, die einen Ansatz 2 fur 
eine nicht dargestellte Dosierhilfe aufweist, im unteren, ver- 
engten Umfangsbereich, am ein- bzw. auslaBseitigem Ende 
3 mit loch- bzw. schlitzartigen Offnungen 4 versehen ist. Im 
ein- bzw. auslaBseitigem Ende 3 ist weiterhin eine mit die- 
sem ein Kugelventil bildende Kugel 5 vorgesehen, die be- 
vorzugt aus einem magnetisierbaren Material gefertigt ist. 
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Oberhalb der Kugel 5 ist ein reaktiver Trager 6 in Perlen- 

form emgebracht, wobei die Fulls tandshbhe dieser Perlen 

bevorzugtso bemessen ist, daB alle Offnungen 4 erfaBt wer- 

den. Die Offnungen 4 dienen dem Austausch von Fliissig- 

keit, wahrend das durch die Kugel 5 und das ein- bzw aus- 5 

laBseitige Ende 3 gebildete Kugelventil dem Auftiehmen 

Oder dem Entfemen der Perlen (Partikel) 6 aus der Spitze 

der Pipette 1 dient. 

Fig. 2 stellte eine zweite Ausfuhrungsform der Pipette 1 

dar, bei der aber der Pipettenaustritt, das untere, verengte to 

Ende 3, verschlossen ausgefiihrt ist. Bei dieser Ausfuh- 
rungsform sind wieder loch- oder schlitzartige Offnungen 4 

und ein reaktiver Trager 6 in Perlenform, jedoch ist kein Ku- 
gelventil vorgesehen. 

In Fig. 3 ist eine Pipette 1 am ein- bzw. auslaBseitigen 15 
Ende 3 mit einer Fritte oder einem Filter 7 versehen, der/ 
dem eine entsprechend reaktive Oberflache gegeben ist, so 
daB der gesonderte reaktive Trager in Perlenform entfallen 
kann. Die Fritte oder der Filter 7 enthalt die Offnungen fur 
den Flussigkeitsaustausch. i 0 

Fig. 4 stellt eine weitere Ausfuhrungsform dar, bei der 
das ein- bzw. auslaBseitige Ende 3 zwar mit einer Fritte oder 
einem Filter 7 verschlossen, der reaktive Trager 6 jedoch 
wiederum in Perlenform in die Pipette 1 eingebracht ist Das 
hat den Vorteil, das der reaktive Trager 6 im Bedarfsfall 25 
leichter auswechselbar ist. 



Patentanspriiche 

1. Reaktor fur mikrochemische und/oder mikrobiolo- 30 
gische Reaktionen, der eine Pipette mit einem Dosier- 
ansatz umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB in der 
Pipette in der Nahe ihres unteren, verengten Endes ein 
reaktiver Trager mit mindestens einem immobilisierten 
Reaktionspartner vorgesehen ist. 35 

2. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der reaktive Trager in Form von Partikeln ausgebil- 
det ist. 

3. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der reaktive Trager als Fritte oder Filter ausgebil- 40 

4. Reaktor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette in ihrem unteren Umfangsbereich mit 
loch- bzw. schutzfbrmigen Offnungen versehen ist. 

5. Reaktor nach den Anspriichen 2 und 4, dadurch ge- 45 
kennzeichnet, daB die Partikel den Umfangsbereich mit 
den loch- oder schJitzfdrmigen Offnungen entnehmen. 

6. Reaktor nach mindestens einem der voranstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette an 
ihrem unteren, verengten Ende verschlossen ist. 50 

7. Reaktor nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette an ihrem unteren, verengten Ende mit 
einem Kugelventil verschlieBbar gestaltet ist. 

8. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pi pel te an ihrem unteren, verengten Ende mit 55 
einer Fritte oder einem Filter versehen ist. 

9. Reaktor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Kugel des Kugelventils magnetisierbar ausge- 
bildet ist. fc 

10. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 60 
net, daB die Pipette aus Polypropylen besteht. 

11. Reaktor nach Anspruch 1 oder 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Volumen der Pipette 0,01 bis 
I ml umfaBt. 



Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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